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(57) Abstract 

The disclosure relates to a method of quantifying tumour cells in a body fluid. A reaction is first carried out with the sample under 
investigation by which the RNA component of the telomerase is specifically amplified. The quantity of amplified nucleic acid is then 
quantitatively determined. Also disclosed are suitable test kits. 

(57) Zusammenfassung 

Offenbart wird ein Verfahren zur Quantifizierung von Tumorzellen in einer Korperflussigkeit, bei dem zuerst mitderzu untersuchenden 
Probe eine Reaktion durchgefuhrt wird, bei der die RNA-Komponente der Telomerase spezifisch amplifiziert wird, und anschlieBend die 
Menge an amplifizierter Nukleinsflure quantitativ bestimmt wird sowie dazu geeignete Testkits. 
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Verfahren zur Quantif izierung von Tumorzellen in einer 
Korperf liissigkeit und da2U geeignete Testkits 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Quantif izierung von 
Tumorzellen in einer Korperf lussigkeit, bei dem zuerst mit der 
zu untersuchenden Probe eine Reaktion durchgefuhrt wird, bei 
der die RNA-Komponente der Telomerase spezifisch amplif iziert, 
und anschlieBend die Menge an amplif izierter Nukleinsaure 
quantitativ bestimmt wird sowie dazu geeignete Testkits. 

Nahezu alle soliden malignen Tumore haben das Potential zur 
Metastasenbildung. Der Prozefi der Metastasierung beinhaltet 
die Aussaat maligner Zellen als Mikrometastasen, zumeist auf 
dem Blut- bzw. Lymphweg in entfernte Organe und die Ausbildung 
autonomer Tochtergeschwulste. Das AusmaB der Filiarisierung 
bestimmt die Prognose eines Tumorleidens . 

Die Anspruche von Tumorvorsorge- oder Nachsorgeprogrammen 
liegen in der Friiherkennung von Primartumoren bzw. eines 
Rezidivs oder einer Metastasierung noch bevor Metastasen 
klinisch manifest werden. Dieses Ziel kann bislang mit den 
verfiigbaren apparativen Techniken nicht zuf riedenstellend 
erfiillt werden, insbesondere gibt es immer noch eine 
diagnostische Grauzone zwischen zirkulierenden Tumorzellen und 
beginnender Metastasenbildung in Organen. Durch die 
Friihdiagnose zirkulierender maligner Zellen z. B. im 
peripheren Blut eines Tumornachsorgepatienten konnte 
friihzeitig, d.h. noch vor einer manifesten 
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Organmetastasierung, eine moglicherweise kurative 

Immunmodulations- oder Polychemotherapie ergriffen werden. Die 
Quantif izierung der Metastasen im peripheren Blut vor und nach 
der Therapie stellt dabei eine wichtige Kontrolle dar. 

In GB 2 260 811 wird beispielsweise ein Diagnoseverf ahren zum 
Nachweis von malignen Tumoren vorgeschlagen, die mit normalen 
Zellen eines bestiinmten Korpergewebes assoziiert sind, wobei 
die normalen Zellen mindestens ein fur dieses Gewebe 
spezifisches Genprodukt bilden. Bei diesem Nachwe is verf ahren 
wird dem Patienten Korperf lussigkeit, beispielsweise Blut, 
entnommen, in der die Zellen bei einem gesunden Menschen 
normalerweise nicht vorkommen, und die mRNA des spezifischen 
Genproduktes amplif iziert und nachgewiesen. Als Beispiel wird 
die Tyrosinase zum Nachweis von Melanomzellen in peripherem 
Blut genannt. Nachteil dieser Methode ist jedoch, dafi sie an 
gewebespezif ische Genprodukte gebunden ist, eine 

Quantif izierung der Melanomzellen nicht ermoglicht und auch 
f alsch-positive Ergebnisse liefert. 

Kim et al. beschreiben die Ergebnisse eines Assays, mit dem 
Telomeraseaktivitaten in Tumorgeweben bestimmt werden konnte 
[Kim et al. (1994). Science 266: 2011]. Die Telomerase- 
Aktivitat wurde mit einer Sensitivitat von ca. 1 immortale 
Zelle/104 normale Zellen in 98 von 100 Krebszellkulturen bzw. 
90 von 101 malignen Tumoren als auch in Keimgeweben 
nachgewiesen, nicht aber in 22 normalen somatischen 
Zellkulturen. 

Die Telomerase ist ein neu beschriebenes Ribonukleoprotein mit 
reverser Transkriptaseaktivitat [Shippen-Lentz et al. (1990), 
Science 247: 546], das als Matrize eine integrale RNA-Sequenz 
zur unabhangigen DNA-Synthese benutzt [Greider et al. (1989). 
Nature 337: 331], mit der neue telomere DNA an die Enden der 
Chromosomen synthetisiert werden. Telomere bestehen aus hoch 
konservierten (TTAGGG)n Tandemsequenzen von ca. 5-15 Kilobasen 
(kb) Lange/Zellgenom und haben die Aufgabe die Chromosomen an 
der Kernmembran zu stabilisieren und schiitzen die kodierende 
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genoraische DNA vor unkontrollierter Rekombination uiid 
Degradation [Mehle et al. (1994). Cancer Res 54: 236]. Wahrend 
in den niederen Eukaryonten ein dynamisches Gleichgewicht 
zw is chen Verkiirzung der Chroraosomenenden und der de novo 
Syn these von telomeren Seguenzen durch die Telomerase 
postuliert wird, zeigen normale humane somatische Zellen eine 
niedrige oder nicht nachweisbare Teloraeraseaktivitat. 
Daruberhinaus ist die Telomerase im Gegensatz zu anderen DNA 
Enzymen nicht wachsturosreguliert, denn keine der aktiv 
proliferierenden Zellkulturen zeigte nachweisbare 

Teloraeraseaktivitat. Einzig Keimzellen und fast alle 
Tumorzellinien [Ohyashiki et al. (1994). Cancer Genet 
Cytogenet 78: 64; Rogalla et al. (1994). Cancer Genet 
Cytogenet 77: 19; Schwartz et al. (1995). Cancer 75: 1094] und 
Tumorgewebe (Lunge, [Hiyama et al. (1995). Oncogene 10: 937; 
Shirotani et al. (1994). Lung Cancer 11: 29], Nieren [Mehle et 
al. (1994). Cancer Res 54: 236], Ovarien [Chadeneau et al. 
(1995). Cancer Res 55: 2533] und Blut [Counter et al. (1995). 
Blood 85: 2315]) zeigen mefibare Teloraeraseaktivitat und eine 
konstante Telomerlange, die durch eine unendliche Zahl von 
Zellteilungen hindurch beibehalten wird. Daher kann die 
Aktivierung der Telomerase mit der damit verbundenen 
Stabilisierung der Telomerlangen als kritischer Schritt in 
Richtung Immortal isierung von somatischen Zellen gewertet 
werden . 

Feng et al. gelang die Klonierung der integralen RNA-Sequenz 
der humanen Telomerase (hTR), die auf dem distalen Segment (q) 
von Chromosom 3 kodiert wird. Die Autoren konnten mittels 
kompetitiver Polymerase-Kettenreaktion (PCR) eine signifikante 
Erhohung der Telomeraseexpression in Tumorgeweben sowie in den 
Keimgeweben gegenuber normalen somatischen Zellen belegen 
[Feng et al. (1995), Science 269: 1236]. Ein Antisense- 
Konstrukt der hTR-Sequenz verursachte den Zelltod (Apoptose) 
in tranfizierten HeLA-Zellen. Diese Daten belegen die 
stringente Repression der Telomerase in somatischen Geweben 
als auch die Tatsache, dafi malignes Wachstum von der Prasenz 
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immortaler Zellen und von der Aktivierung der Telomerase 
abhangig ist. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war daher, ein Verfahren zu 
entwickeln, mit dem man Tuinorzellen in einer Korperf lussigkeit 
quantitativ bestimmen kann. 

Die Erfindung betrifft daher ein Verfahren zur Quantif izierung 
von Tuinorzellen in einer Korperf lussigkeit , bei dem zuerst rait 
der zu untersuchenden Probe eine Reaktion durchgefiihrt wird, 
bei der die RNA-Komponente der Telomerase spezifisch 
amplif iziert, und anschlieflend die Menge an amplif izierter 
Nukleinsaure quantitativ bestimmt wird sowie dazu geeignete 
Testkits. Als Korperf lussigkeit im Sinne der vorliegenden 
Erfindung versteht man beispielsweise Blut, Urin aber auch 
Stuhl, Exsudate oder Transsudate von Korperhohlen, 
insbesondere peripheres Blut. 

Beispielsweise wird peripheres Blut durch Punktion einer 
Arterie, Vene oder Fingerkuppe dem Probanden entnommen und in 
einem RNA-Lysispuf f er der beispielsweise Harnstoff oder 
vorzugsweise Guanidiniumisothiocyanat enthalt, iiberfuhrt, um 
eventuell vorhandene RNasen zu denaturieren und die 
Nukleinsauren aus den Zellen freizusetzen [siehe z. B. 
Chomczynski et al. (1987) Anal. Biochem. 162 r 156]. Die 
Isolierung der Nukleinsauren aus dem stark salzhaltigen Medium 
des RNA— Lysispuf f ers kann beispielsweise mittels 

Siliciumdioxid-Partikel erfolgen, an die samtliche 
Nukleinsauren binden konnen [Boom et al. (1990) J. Clin. 
Microbiol-, 29 r 495]. Danach werden die Partikel mit 
geeignetem Puffer mehrmals gewaschen und die gebundenen 
Nukleinsauren eluiert. Anschlieflend ist es vorteilhaft die in 
der Probe eventuell vorhandene genomische DNA mittels RNase- 
freier DNase in einem geeigneten Puffer zu hydro lysieren, 
damit bei der spateren Amplif izierung der RNA-Komponente der 
Telomerase keine f alsch-positiven Ergebnisse bzw. ein zu 
grofles Hintergrundrauschen durch falsche 

Amplif izierungssignale aufgrund eventuell noch vorhandener DNA 
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entstehen. Anschlieflend erfolgt im allgemeinen eine 
Inaktivierung der DNase beispielsweise durch Phenol ex trakt ion 
und/oder Hitzedenaturierung. Vor Oder vorzugsweise nach 
Behandlung der Probe mit DNase kann vorteilhaf terweise noch 
eine weitere Reinigung der in der Probe vorhandenen RNA 
beispielsweise mittels chromatographischer Methoden wie die 
Ionenaustausch-Chromatographie vorzugsweise an Kieselgel 
erfolgen. 

Zur Kontrolle, ob noch eventuell storende genomische DNA in 
der Probe vorhanden ist, kann anschlieGend eine 
Amplif izierungsreaktion mit den unten beschriebenen 
Telomerase-spezif ischen Oligonukleotid-Primern durchgefuhrt 
werden, wobei die in der Probe vorhandene RNA vorher nicht in 
cDNA durch eine reverse Transkriptionsreaktion umgeschrieben 
wird. Nur fiir den Fall, da£ die Probe frei ist von Telomerase- 
spezif ischer DNA erfolgt keine Amplif ikation mit der Folge, 
da/3 keine amplif izierte DNA gemessen werden kann. 

Anschlieflend erfolgt eine Umschreibung der in der Probe 
vorhandenen RNA in cDNA im allgemeinen mit Hilfe der reversen 
Transkriptionsreaktion z. B. mit der AMV reversen 
Transkriptase . Das Verfahren ist allgemein bekannt und 
beispielsweise bei Sambrook et al., Molecular Cloning: A 
Laboratory Manual, New York Cold Spring Harbor Laboratory, 
1989 beschrieben. In einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm der 
reversen Transkription kann auch eine thermostabile RNA— 
abhangige DNA Polymerase, wie in WO 90/07641 beschrieben, 
verwendet werden. Als Oligonukleot id-Primer fiir die reverse 
Transkriptase eignen sich beispielsweise vorteilhaf terweise 
die unten beschriebenen Oligonukleotid-Primer oder Random 
Primer einer bestimmten Lange. 

Die anschlieflende Amplif izierung kann beispielsweise mit einer 
DNA-Polymerase z. B. nach der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
durchgefuhrt werden (siehe z. B. U.S. Patent Nos 4,683,195; 
4,683,202; 4,965,188) oder vorzugsweise mit einer RNA- 
Polymerase nach z. B. der isothermalen Nukleinsauresequenz- 
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basierenden Amplif ikation (NASBA) . In jedem Fall benotigt man 
fur die Amplif izierung spezifische Oligonukleotid-Primer, die 
von der zu amplif izierenden Nukleinsaure abgeleitet sind. Bei 
der vorliegenden Erfindung kann jeder beliebige 
Sequenzabschnitt der RNA-Komponente der Telomerase fiir die 
Syn these der 01 igonukleot id-Primer verwendet werden. 
Vorzugsweise sind die Oligonukleotid-Primer ca. 20 bis ca. 30, 
vorzugsweise ca* 20 bis ca. 25 Nukleotide lang. Das 
Amplif ikationsprodukt ist im allgemeinen ca. 100 bis ca. 2000 
Basen, vorzugsweise ca. 200 bis ca. 1500 Basen, insbesondere 
ca. 300 bis ca. 350 Basen lang. Bei dem erf indungsgemaGen 
Verfahren sind insbesondere folgende Oligonukleotid-Primer 
bevorzugt, die aus der Sequenz gema/3 Abb. 1 abgeleitet wurden: 
5' GACTCGGCTC ACACATGCAG TTCGC 3* (TM1 ) , und/oder 
5* CTGGTCGAGA TCTACCTTGG GAGAAGC 3' (TM2), 

wobei TM1 und/oder TM2 gegebenenf alls zusatzlich eine 
Promotorsequenz fiir eine RNA-Polymerase enthalten konnen. Der 
Oligonukleotid-Primer TM1 entspricht dem 5' -Primer und TM2 dem 
3' -Primer. Das Amplif ikationsprodukt ist 327 bp lang. Die 
Primer konnen beispielsweise synthetisch nach der 
Triestermethode hergestellt werden [Matteucci et al., (1981), 
J. Am. Chem. Soc, 103, 3185-3191]. Als DNA-Polymerase kann 
beispielsweise eine nicht-thermostabile DNA-Polymerase wie die 
T4 DNA Polymerase, T7 DNA Polymerase, E. coli Polymerase I 
oder das Klenow Fragment von E. coli Oder vorzugsweise eine 
thermos tabile DNA-Polymerase wie die Taq-Polymerase (siehe z. 
B. U.S. Patent No. 4,889,818) verwendet werden. 

Das allgemeine Prinzip der PCR-Reaktion besteht nun darin, dafi 
wahrend mehrerer sich wiederholender Reaktionszyklen die DNA 
hitzedenaturiert wird und in Anwesenheit geeigneter 
Oligonukleotid-Primer mit gegensei tiger Orientierung der 
Einzelstrang mit Hilfe der DNA-Polymerase zum Doppelstrang 
wieder erganzt wird. Danach wird der Zyklus wiederholt bis 
sich geniigend DNA zur Quant if izierung nach einer der unten 
beschriebenen Methoden gebildet hat. Im allgemeinen sind ca. 
20 bis ca. 40 Zyklen, vorzugsweise ca. 30 bis ca. 35 Zyklen 
ausreichend. 
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Bei der NASBA-Methode (auch 3SR-System genannt) wird zumindest 
ein Oligonukleotid-Priraer, vorzugsweise TM2 verwendet, der 
einen Promoter fiir die RNA Polymerase, vorzugsweise fiir die T7 
RNA Polymerase enthalt [siehe z. B. Guatelli et al. (1990) 
Proc. Natl. Acad. SCi . USA, 87, 1874-1878 oder Kievits et al. 
(1991), J. Virol. Methods, 35, 273-286]. Zuerst wird, wie oben 
bereits naher beschrieben, die RNA mit Hilfe eines der oben 
beschriebenen oligonukleotid-Pr inter und einer reversen 
Transkriptase, vorzugsweise der AMV reversen Transkriptase, in 
cDNA umgeschrieben. Das Reaktionsprodukt ist ein RNA : DNA- 
Doppelstrang, dessen RNA-Komponente anschlieBend mittels einer 
RNase, vorzugsweise der RNase H, zu einem DNA-Einzelstrang 
abgebaut wird. Unter Verwendung eines der oben beschriebenen 
Oligonukleot id-Primer wird der DNA-Einzelstrang mittels einer 
DNA Polymerase zum DNA-Doppelstrang erganzt. Als DNA 
Polymerase eignet sich vorzugsweise wiederum die AMV reverse 
Transkriptase, da diese Transkriptase nicht nur eine RNA- 
abhangige DNA Polymeraseaktivitat, sondern auch eine DNA- 
abhangige DNA polymeraseaktivitat besitzt. Das 

Reaktionsprodukt ist ein DNA-Doppelstrang, der den Promotor 
fiir z. B. die T7 RNA Polymerase enthalt. AnschlieBend 
synthetisiert die RNA Polymerase wieder einen sogenannten 
"antisense" RNA-Strang und der Zyklus kann von neuem beginnen. 
im allgemeinen sind ca. 20 bis ca. 40 Zyklen, vorzugsweise ca. 
30 bis ca. 35 Zyklen ausreichend, um geniigend 
Amplifikationprodukt, vorzugsweise "antisense" RNA, fur die 
anschlieBende Quantif izierung zu liefern. 

Fiir die Quantifizierung der Amplif ikationprodukte konnen diese 
beispielsweise rait Ethidiumbromid gefarbt und direkt z. B. in 
einem Agarose- oder Polyacrylamidgel nachgewiesen und 
quantifiziert werden. Es ist jedoch vorteilhaft, wenn die 
Amplifikationsprodukte bereits wahrend der Amplif izierung 
markiert werden, weil dadurch eine hohere Sensitivitat 
erreicht wird. Als Markierungen eignen sich beispielsweise 
radioaktive Markierungen, Biotinmarkierungen, Fluoreszenz- 
oder Elektrochemolumineszenz(ECL)markierungen. Die 
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Markierungen tragen in der Regel die Nucleotide als 
Ausgangsstoffe fur die Amplif izierung durch die DNA- oder RNA- 
Polymerase. Die radioaktiv markierten Amplif ikationsprodukte 
(z. B. PCR- Oder NASBA-Produkte ) konnen durch Messung der 
Radioaktivitat, die . Biotin-markierten Amplif ikationsprodukte 
uber einen Avidin- oder Streptavidin-tragenden Farbstoff, die 
f luoreszenzmarkierten Amplif ikationsprodukte mit einem 
Fluorometer und die elektrochemolumineszenz-markierten 
Amplif ikationsprodukte mit einem ECL-Detektor nachgewiesen 
werden. Die am raeisten bevorzugte Nachweismethode ist jedoch 
die in vitro Hybridisierung mit einem bereits markiertem 
Oligonukleotid, das zu dem Amplif ikationsprodukt kompleraentar 
ist. Das Oligonukleotid tragt im allgemeinen die oben 
beschriebenen Markierungen, wobei in Verbindung mit der NASBA- 
Amplifizierungsmethode die Hybridisierungsprobe eine 
Elektrochemolumineszenzmarkierung, vorzugsweise eine 

( Tris [2 , 2-bipyridin] ruthenium [ II ] -Komplexmarkierung tragt 
[siehe z. B. van Gemen et al. (1994), J. Virol- Methods, 49, 
157-168] . 

Eine genaue und sensitive Quantif izierung der 
Amplif ikationprodukte kann vorteilhaf terweise dadurch erreicht 
werden, dafl eine bestimmte Menge von einer oder mehreren 
bekannten Nukleinsauren (Standard-Nukleinsauren) co- 
amplifiziert werden [siehe z. B. van Gemen et al. (1993), J. 
Virol. Methods, 43, 177-188]. Hierbei wird zu den unbekannten 
Mengen der zu untersuchenden Probe eine unterschiedliche, 
jedoch genau bekannte Menge der co-amplif izierenden Standard- 
Nukleinsaure bzw. -Nukleinsauren beispielsweise in Form einer 
verdunnungreihe hinzugegeben und die Amplif ikationprodukte der 
Probe und einer oder mehrerer co-amplif izierender Standard- 
Nukleinsauren in unabhangigen Ansatzen quantitativ bestimmt. 
Ein vergleich der Meflergebnisse ergibt die Menge der zu 
bestimmenden RNA-Komponente der Telomerase in der Probe. 

vorteilhafterweise wird die co-amplif izierende Standard- 
Nukleinsaure bzw. -Nukleinsauren mit demselben Oligonukleot id- 
Primer amplifiziert wie die zu untersuchende Probe und die 
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Amplifikationsprodukte haben auch im wesentlichen die gleiche 
Lange. Besonders bevorzugt haben die co-amplif izierenden 
Nukleinsauren dieselbe Sequenz wie das Amplif ikationsprodukt 
der zu bestimmenden Probe mit Ausnahme von ca. 20 
Nukleinsauren zwischen den Oligonukleotid-Priraer- 

Bindungsstellen, die eine willkurliche , jedoch bekannte 
Sequenz tragen. Dadurch konnen das zu bestimmende 
Amplifikationsprodukt in der Probe von dem co-amplif izierenden 
Amplif ikationsprodukt beispielsweise uber eine Hybridisierung, 
wie z. B. bei Sambrook et al. (supra) naher beschrieben, mit 
entsprechend komplementaren markierten Oligonukleotiden 
unabhangig voneinander quantif iziert werden. Insbesondere ist 
es vorteilhaft, wenn mehrere, vorzugsweise drei, verschiedene 
co-amplifizierende Nukleinsauren in unterschiedlichen 
Konzentrationen der Probe zugesetzt werden, da hierdurch die 
Zahl der sonst einzeln durchzufuhrenden 

Amplifizierungsreaktionen reduziert werden kann [siehe van 
Gemen et al. (1994) J. Virol. Methods 49, 157-168]. Es ist 
auch insbesondere bevorzugt, die co-amplif izierenden 
Nukleinsauren bereits zu dem oben beschriebenen RNA- 
Lysispuffer hinzuzugeben, da hierdurch der Einflufi moglicher 
Nukleinsaureverluste bei der nachfolgenden Aufarbeitung der 
Probe ausgeschlossen werden kann. 

Als co-amplifizierende standard-Nukleinsauren geraafi der 
vorliegenden Erfindung eignen sich vorteilhaf terweise RNA- 
Einzelstrang-Sequenzen, die durch in vitro Transkription 
beispielsweise mit der Sp6 Oder T7 RNA Polymerase von 
Konstrukten hergestellt werden, die DNA Oder cDNA der zu 
amplifizierenden Probe enthalten und die jeweils mit einem 
randomisierten Sequenzaustausch von beispielsweise ca. 10 bis 
ca. 30, vorzugsweise ca. 20 Nukleotiden ausgestattet sind. 

Die Konstrukte bestehen bevorzugterweise aus einem 
Transkriptionsvektor mit einer Bindungstelle fiir die Sp6 oder 
T7 RNA Polymerase zwischen einer sogenannten "Multiple Cloning 
Site", in welcher die DNA oder cDNA der zu amplifizierenden 
Probe' kloniert worden ist. Durch eine selektive Hydrolyse mit 
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Restriktionsendonukleasen, vorzugsweise mit zwei verschiedenen 
Restriktionsendonukleasen, kann die klonierte Sequenz geoffnet 
und ein Stuck einer bestimmten Lange herausgeschnitten und 
durch ein gleich langes Stuck beispielsweise mit Hilfe der T4 
Ligase ersetzt werden. Das klonierte Stuck kann einen 
Sequenzaustausch beliebiger Lange, beispielsweise ca. 10 bis 
ca. 30, vorzugsweise ca. 20 Nukleinsauren enthalten und liegt 
vorzugsweise zwischen den Oligonukleotid-Primer- 

Bindungsstellen. Diesen Vorgang kann man wiederholen, um an 
gleicher Stelle Insertionen mit anderen Nukleinsaure-Sequenzen 
vorzunehmen. Lassen sich keine geeigneten Schnittstellen 
finden, z. B. weil auch im Vektor geschnitten wird, miissen 
kiinstliche Schnittstellen geschaffen werden. Dies kann 
beispielsweise mittels rekombinanter PCR geschehen, die im 
wesentlichen bei Higuchi et al. [Higuchi, R. (1988). Nucleic 
Acid Res 16: 7351-7367; Higuchi, R. (1990). M. Innis A. et al. 
eds. San Diego, New York, Berkley, Boston, London, Sydney, 
Tokyo, Toronto, Academic Press, Inc. 177-183] und im 
experimentellen Teil der vorliegenden Erfindung beschrieben 
ist . 

Eine bevorzugte Verwendung im Rahmen der Erfindung finden in 
vitro transkripierte RNA-Einzelstrang-Sequenzen von 

Konstrukten , welche 

a) die gesarnte cDNA der RNA Komponente der menschlichen 
Telomerase enthalten und 

b) in welchen ein random is ierter Sequenzaustausch von ca. 20 
Nukleotiden eingefiihrt worden ist. 

Die Konstrukte sind eine Ableitung der Konstrukte 
pGEM-hTR gemaB Abb. 5a und 5b 

pGEM-hTR(Ka) gemafi Abb. 6a und 6b. 

Durch in vitro Transkription der Konstrukte mit Sp6 RNA 
Polymerase konnen individuell 975 Basenpaar lange RNA- 
Standard-Nukleinsauren hergestellt werden, mit der Sequenz: 
(hTRKa) gema/3 Abb. 7 

(hTRKb) gemaB Abb. 8 
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(hTRKc) gemafi Abb. 9. 

Die randomisierte Sequenz, worin sich die Standard- 
Nukleinsauren von der wildtyp-RNA voneinander unterscheiden, 
befindet sich bei diesem Beispiel in Position 591-610 gema/3 
Abb. 5a. Sie ist 20 Basenpaare lang. 

Da sich die Standard-Nukleinsauren untereinander und von der 
Wildtyp-Sequenz in diesem Beispiel nur durch eine 
randomisierte und bekannte 20 Basenpaar lange Sequenz 
unterscheiden, konnen die Amplif ikationsprodukte der Standard- 
Nukleinsauren und der Wildtyp-Sequenz durch komplementare 
Bindung von markierten Oligonukleotiden in vier getrennten 
Ansatzen nachgewiesen werden. Als Oligonukleotide zum 
spezifischen Nachweis der amplif izierten cDNA der RNA 
Komponente der Telomerase (wt) und der Standard-Nukleinsauren 
(hTRKa), (hTRKb) und (hTRKc) gemaB der vorliegenden Erfindung, 
eignen sich insbesondere folgende Sequenzen, die aus den 
Sequenzen gemafl Abb. 7-9 abgeleitet wurden: 
5' CGACTTTGGA GGTGCCTTCA 3' O(wt) 
5' AAGTCGGATC CACTTAGGTC 3' 0(Ka) 
5* CGCTCGATTT GGCGACGGGA 3' O(Kb) 
5' GAGAGTATAG CGATTGGACG 3* 0(Kc) . 

Zum Nachweis der amplif izierten "antisense" RNA, werden die 
entsprechenden reverse komplementaren Sequenzen verwendet. 

Danach werden die individuellen Amplif ikationsmengen von 
Wildtyp- und den Standard-Nukleinsauren bestimmt. Im Vergleich 
zu den unterschiedlichen Amplif ikationsmengen der Standard- 
Nukleinsauren bei bekannter Ausgangsmenge (z. B. hTRKa: 10 , 
hTRKb: 10 4 und hTRKc: 10 6 Molekiile) laBt sich die unbekannte 
Ausgangsmenge der Wildtypsequenz errechnen. Daraus laBt sich 
dann auf die Anzahl der Metastasen pro abgenommener 
Korperf liissigkeit schliefien. 

Als interne positive Kontrolle des Verfahrens und der zu 
untersuchenden Probe kann zusatzlich eine Nukleinsaure 
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amplif iziert und nachgewiesen werden, die im allgemeinen immer 
in einer Korperf liissigkeit vorkommt. Als geeignete 
Nukleinsauren sind beispielsweise die mRNA kodierend fur B- 
Globin oder fiir die Glycerinaldehydphosphatdehydrogenase 
(GAPDH) zu nennen (siehe z. B. GB 2 260 811), die immer in den 
Zellen der Korperf liissigkeit vorkommen. Geeignete 
Oligonukleotid-Primer fiir die humane B-Globin mRNA sind 
beispielsweise Primer mit den Seguenzen: 
5' ACCCAGAGGT TCTTTGAGTC 3' und 
5 ' TCTGATAGGC AGCCTGCACT 3 1 , 

wobei die Oligonukleotid-Primer gegebenenf alls zusatzlich eine 
Promotorsequenz fiir eine RNA-Polymerase enthalten konnen. 

Zur Vermeidung bzw. Reduzierung falsch positiver Ergebnisse 
bzw. des sogenannten Hintergrundrauschens, das durch eventuell 
vorhandene Telomeraseaktivitaten von Nicht-Tumorzellen 
verursacht wird, ist es vorteilhaft vor der erf indungsgemafcen 
Untersuchung die entnommene Korperf liissigkeit auf zureinigen . 
Insbesondere sollen aus der zu untersuchenden Probe 
Stammzellen und/oder aktivierte Immunzellen abgereichert oder 
Tumorzellen angereichert werden* Da in der Regel die einzelnen 
Zellen spezifische Oberf lachenmarker besitzen ist eine 
Abtrennung oder Anreicherung der Zellen iiber die 
Immunabsorption besonders vorteilhaft, Als Methoden eignen 
sich beispielsweise die magnetische (MACS) oder die 
f luoreszenzaktivierte (FACS) Zellsortierung [siehe z. B. 
Gottlinger & Radbruch (1993) mta, 8, 530-536, No. 5]. So 
konnen hamatopoetische Stammzellen beispielsweise iiber ihren 
Oberf lachenmarker CD34 mittels MACS von der Blutprobe 
abgetrennt werden [Kato & Radbruch (1993) Cytometry, 14, 384- 
392]. B-Zellen lassen sich beispielsweise iiber ihre 
Oberf lachenmarker CD10, CD19 und/oder CD20 und T-Zellen iiber 
CD45RA und/oder CD 7 abtrennen. Tumorzellen konnen iiber ihre 
spezifischen Tumormarker, z. B. CEA, angereichert werden. 
Neben MACS oder FACS eignen sich auch besonders an sogenannte 
kauflich erhaltliche Magnetbeads (z. B. Dynabeads M450, Dynal 
Corp.) gebundene Antikorper gegen die spezifischen 
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Oberf lachenmarJcer zur Abreicherung oder Anreicherung der 
entsprechenden Zellen. 

Allein oder in Verbindung mit den oben beschriebenen 
Reinigungsverfahren ist es auch besonders vorteilhaft die 
Menge an RNA-Komponente der Telomerase aus venosem Blut mit 
der Menge an RNA-Komponente der Telomerase aus arteriellem 
Blut zu vergleichen, da bei venoser Blutabnahme zum Zwecke der 
Tumorzellbestimmung etwa nur 20% aller Zellen gegenuber 100% 
der Zellen bei arterieller Blutabnahme nachweisbar sind [Koop, 
S. et al. (1995) Cancer Res. 55, 2520-2523]. Ebenso eignet 
sich ein Vergleich von Blut aus der Fingerkuppe mit venosem 
oder arteriellem Blut. 

Die quantitative Bestimmung der RNA-Komponente der Telomerase 
in der Probe ermoglicht es, zu bestimmen, ob Tumorzellen, 
insbesondere Metastasen, vor allem Mikrometastasen, von 
malignen Tumoren in der Korperf lussigkeit enthalten sind und 
in welcher Menge. Dies ist insbesondere fur die fruhzeitige 
klinische Diagnose der Metastasenbildung von malignen Tumoren 
und fur die Uberwachung einer Tumor therapie von groflem Nutzen. 
Als Tumorzellen konnen mit der vorliegenden Erfindung 
insbesondere Tumorzellen von Metastasen, vorzugsweise 
Mikrometastasen, von malignen Tumoren, vor allem Zellen 
metastasierender Tumore und/oder Neoplasien nachgewiesen 
werden, die beispielsweise von einem T-Zell-Lymphob las torn, T- 
Zell-Leukamiezellen, chronisch myeloische Leukamiezellen, 
akute lymphatische Leukamiezellen, chronisch lymphatische 
Leukamieze 1 1 en , Teratokar z inom , Me lanom , Lungenkar z inom , 
Dickdarmkrebs , Brustkrebs , Leberzellkarzinom, Nierentumor , 
Nebennierentumor , Pros tatakarz inom , Neuroblastom , Gehirn tumor , 
kleines Lungenzellkarzinom , Rhabdomyosarkom , Leiomyosarkom 
und/oder Lymphom abstammen. 

Weitere Gegenstande der vorliegenden Erfindung sind die 

01 igonukleot id-Primer mit der Sequenz 

5* GACTCGGCTC ACACATGCAG TTCGC 3' (TM1 ) , 

5' CTGGTCGAGA TCTACCTTGG GAGAAGC 3' (TM2 ) , 
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5* ATAAGAATGC GGCCGCGGGT TGCGGAGGGT GGGCCTGGGA GGG 3* (TMK1), 
5 1 CCCAAGCTTG TGGGGGTTAT ATCCTA 3 1 ( TMK2 ) , 

5* CGCGGATCCA CTTAGGTCAT CGATCTGCCA ATTTGCAGCA CACT 3' (TMK3) 
und/oder 

5' CGCGGATCCG ACTTGGTACC ATGAATGGGC AGTGAGCCGG 3' (TMK4), 
wobei TM1 und/oder TM2 gegebenenf alls zusatzlich eine 
Promo to rsequenz fur eine RNA- Polymerase enthalten konnen; 
sowle 

ein Oligonukleotid mit der Seguenz 

5 1 CCATCGATTC CCGTCGCCAA A T C GAGCGGG TACCCC 3 * ( Kb ) 

3 1 GGTAGCTAAG GGCAGCGGTT TAGCTCGCCC ATGGGG 5 ' , Oder 

5' CCATCGATCG TCCAATCGCT ATACTCTCGG TACCCC 3* (Kc) 
3' GGTAGCTAGC AGGTTAGCGA TAT GAGAGCC ATGGGG 5 f ; 

sowie 

ein Nukleinsaurekonstrukt pGEM-hTR gemaB Abb. 5a und 5b Oder 
ein Nukleinsaurekonstrukt pGEM-hTR ( Ka ) gemai3 Abb- 6a und 6b; 
sowie die RNA-Standard-Nukleinsaure zur Co-amplif ikation mit 
der Seguenz : 

(hTRKa) gema/3 Abb, 7 

(hTRKb) gema/3 Abb. 8 

(hTRKc) gemafi Abb. 9, bzw, die cDNAs davon, 

sowie die Oligonukleotide zum Nachweis der amplif izierten cDNA 

der Wildtyp-Nukleinsaure und der cDNA der hTRKa- , hTRKb- und 

hTRKc-standard-Nukleinsauren mit der Seguenz: 

5' CGACTTTGGA GGTGCCTTCA 3' 0(wt) 

5' AAGTCGGATC CACTTAGGTC 3 1 O(Ka) 

5' CGCTCGATTT GGCGACGGGA 3 1 O(Kb) 

5' GAGAGTATAG CGATTGGACG 3' O(Kc) 

und die entsprechenden reverse komplementaren Seguenzen der 
Oligonukleotide zum Nachweis der amplif izierten "antisense" 
RNA. 

Ein anderer Gegenstand der Erfindung ist ein Kit zur 
Quantif izierung von Tumorzellen in einer Korperf lussigkeit, 
beispielsweise Blut, Urin aber auch Stuhl, Exsudate Oder 
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Transsudate von Kbrperhohlen, insbesondere peripheres Blut, 
enthaltend 

(a) Nukleinsaure bzw. Nukleinsauren zur Co-amplif ikation, 
und 

(b) ein Oligonukleotid-Primerpaar zur spezifischen 
Amplif izierung von Telomerase-kodierender Nukleinsaure und der 
Nukleinsaure bzw. Nukleinsauren gemaB (a), wobei vorzugsweise 
die RNA-Standard-Nukleinsaure zur Co-Amplif ikation gema/3 (a) 
folgende Sequenz hat oder haben: 

(hTRKa) gemaB Abb. 7 
(hTRKb) gemaG Abb. 8 
(hTRKc) gemaG Abb. 9, 

und/oder das Oligonukleotid-Primerpaar vorzugsweise folgende 
Seguenzen : 

5' GACTCGGCTC ACACATGCAG TTCGC 3' (TM1) und/oder 
5' CTGGTCGAGA TCTACCTTGG GAGAAGC 3* (TM2), 

wobei TM1 und/oder TM2 gegebenenf alls zusatzlich eine 
Promotorsequenz fiir eine RNA-Polymerase enthalten konnen. 

Der erf indungsgemafce Kit kann auch zusatzlich, wie oben naher 
beschrieben, ein markiertes Oligonukleotid als 

Hybridisierungsprobe zum spezifischen Nachweis der 
amplif izierten cDNA der Wildtyp-Sequenz und/oder mehrere 
markierte Oligonukleotide als Hybridisierungsprobe zum 
spezifischen Nachweis der amplif izierten cDNA der Standard- 
Nukleinsaure bzw. -Nukleinsauren enthalten. Dariiberhinaus kann 
ein erf indungsgemaGer Kit fiir die PCR-Amplif ikation zusatzlich 
die oben naher beschriebenen Enzyme, gegebenenf alls markierte 
Nukleotide und/oder geeignete Puffer enthalten, wie z. B. eine 
reverse Transkriptase, vorzugsweise eine AMV reverse 
Transkriptase, eine DNA-Polymerase, vorzugsweise eine Taq- 
Polymerase und/oder eine DNase und gegebenenf alls zur 
Abreicherung von Stammzellen und/oder aktivierten Immunzellen 
und/oder zur Anreicherung von Tumorzellen geeignete Mittel, 
wie oben bereits naher beschrieben. 

Ein anderer erf indungsgemafier Kit fur die NASBA-Ampl if ikation 
kann ebenso neben der oben naher beschriebenen Standard- 
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Nukleinsauren ein markiertes Oligonukleotid als 

Hybridisierungsprobe zum spezifischen Nachweis der 
amplif izierten "antisense" RNA der Wildtyp-Sequenz und/oder 
mehrere markierte Oligonukleotide als Hybridisierungsprobe zum 
spezifischen Nachweis der amplif izierten "antisense" RNA der 
Standard-Nukleinsaure bzw. -Nukleinsauren enthalten. 

Zusatzlich kann er ebenso die oben naher beschriebenen Enzyme, 
gegebenenf alls markierte Nukleotide und/oder geeignete Puffer, 
wie z. B. eine reverse Transkriptase, vorzugsweise eine AMV 
reverse Transkriptase, eine RNA-Polymerase, vorzugsweise eine 
T7 RNA-Polymerase, eine RNase H und/oder eine DNase enthalten, 
und gegebenenf alls zur Abreicherung von Stammzellen und/oder 
aktivierten Immunzellen und/oder zur Anreicherung von 
Tumorzellen geeignete Mittel, wie oben bereits naher 
beschrieben. 

Die folgenden Beispiele und Figuren so lien die vorliegende 
Erfindung naher beschreiben, ohne sie jedoch darauf zu 
beschranken . 

Beschreibunq der Ficruren 

Abb. 1 zeigt die RNA-Komponente der menschlichen Telomerase 
und die Position der entworfenen Oligonukleotid-Primer : 5'- 
Primer TM1 (Position 428-452) und 3' -Primer TM2 (Position 728- 
754) mit einem Amplif ikationsprodukt von 327 Basenpaaren (bp) 
Oder 5' -Primer TMK1 ([16 bp] + 1-27) und 3 1 -Primer TMK2 
(Position 940-962 + [3 bp]) mit einem Amplif ikationsprodukt 
von 981 bp. Eine Hydrolyse mit den Restriktionsendonukleasen 
NotI und Hindlll ergibt das 962 bp Fragment hTR. 

Abb. 2 zeigt eine PCR-Amplif ikation an der cDNA von 
Tumorzellinien. 

Banden 1: MT4, T-Zell-Lymphoblast-Zellinie, Banden 2: C8166, 
T-Zell-Leukamie-Zellinie, Banden 3: K562, Chronische 
Myeloische Leukamie- (CML-) Zellinie, Banden 4: Molt4, Akute 
Lymphatische Leukamie- (ALL-) Zellinie und Banden 5: 
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Teratokarzinom-Zellinie; M: lOObp-Marker . hTR: RT-PCR mit den 
TM1- und TM2-Primern; hTR/^RT: PCR-Kontrollreaktion ohne 
reverse Transkriptions(RT)-Reaktion, GAPDH : RT-PCR- 

Kontrollreaktion mit Primern fur die 

Glycerinaldehydphosphatdehydrogenase (GAPDH) . 

Abb. 3 zeigt eine PCR-Amplif ikation mit den TM1- und TM2- 
Primern an der cDNA von Tumor- und gesunden Ref erenzgeweben . 
M: lOObp-Marker; Bande 1: Nieren-Karzinom, Bande 2: gesundes 
Nieregewebe; Bande 3: Schilddriisen-Karzinom, Bande 4: gesundes 
Schildriisengewebe; Bande 5: Mamma-Karzinom, gesundes 
Brustgewebe; Bande 7: Colon-Karzinom, Bande 8: gesundes 
Dickdarmgewebe; Bande 9: H 2 0-Kontrollreaktion . 

Abb. 4 zeigt eine PCR-Amplif ikation mit den TM1- und TM2- 
Primern an der cDNA von peripherem Blut von normalen Probanden 
und Leukamiepatienten. 

M: lOObp-Marker; Banden 1-3: gesunde Blutspender; Banden 4-8: 
Patienten mit akuter myeloischer Leukamie (AML) ; Bande 9: H 2 0- 
Kon t r o 1 1 r eakt ion . 

Abb. 5a und 5b zeigen das Konstrukt pGEM-hTR (4118 bp) mit dem 
Transkriptonsvektor pGEM-13Zf(+) und dem Fragment 
hTR(NotI/HindIII) gemaB Abb. 1, das die cDNA der RNA 
Komponente der menschlichen Telomerase (Basen 1-956: Position 
12-975) enthalt. Die Position der Notl-Addition (Position: 12- 
17) durch den Oligonukleotid-Primer TMK1 ist gepunktet 
gezeichnet. 

Abb. 6a und 6b zeigen das Konstrukt pGEM-hTR ( Ka ) (4118 bp) mit 
der Clal-BamHI-Kpnl-Kassette (Position: 585-616) und die 
Positionen der entworfenen Oligonukleotid-Primer (5 '-Primer 
TMK1 : Position [16 bp] + 1-27, 3 "-Primer TMK3 : Position 565- 
605 + [24 bp]) mit einem Amplif ikationsprodukt von 606 bp, 
(5 '-Primer TMK4 : Position 601-636 + [20 bp], 3 '-Primer TMK2: 
Position 940-962 + [3 bp]) mit einem Amplif ikationsprodukt von 
387 bp. Eine Hydrolyse mit den Restriktionsendonukleasen NotI 
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387 bp. Eine Hydrolyse mit den Restriktionsendonukleasen NotI 
und BamHI bzw. BamHI und Hindi I I ergeben ein Produkt von 588 
bzw. 375 bp. Die Ligierung der Fragmente in pGEM-13Zf( + ) 
ergibt ein Produkt von 963 bp. 

Abb- 7 zeigt die Standard-RNA hTRKa (975 bp) nach der in vitro 
Transkription mit Sp6 RNA Polymerase an dem mit Hindu I 
linearisierten Konstrukt pGEM-hTRKa und die Position der 
random isier ten Sequenz von 20 bp (Position 591-610)* 

Abb. 8 zeigt die Standard-RNA hTRKb (975 bp) nach der in vitro 
Transkription mit Sp6 RNA Polymerase an dem mit Hindi 1 1 
linearisierten Konstrukt pGEM-hTRKb und die Position der 
randomisierten Sequenz von 20 bp (Position 591-610). 

Abb. 9 zeigt die Standard-RNA hTRKc (975 bp) nach der in vitro 
Transkription mit Sp6 RNA Polymerase an dem mit Hindu I 
linearisierten Konstrukt pGEM-hTRKc und die Position der 
randomisierten Sequenz von 20 bp (Position 591-610). 

BEISPIELE 

Wenn nicht anders vermerkt, wurden die folgenden Beispiele 
nach Standardverf ahren, wie z. B. bei Sambrook, J. et al. 
(1989) supra beschrieben, oder nach den Herstellerangaben der 
verwendeten Kits bzw* Enzyme durchgefiihrt . 

1. Kultivierung und Isolierung von peripherem Blut, Gewebe 
und Zellen 

Tumorzellinien wie MT4 (T-Zell-Lymphoblast ) , C8166 (T-Zell- 
Leukamie), K562 (Chronisch Myeloische Leukamie ( CML ) ) , Molt4 
(Akute Lymphatische Leukamie (ALL) ) und Teratokarzinom wurden 
gema/B den Vorgaben der ATCC (American Tissue Culture 
Collection), in Kultur genommen. Venoses Spenderblut von 
Leukamiepatienten (akute myeloische Leukamie) und gesunden 
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Kontrollpersonen wurde mittels Punktion einer Unterarmvene in 
EDTA-Monovetten 35 (Saarsted) abgenommen. Menschliches Tumor- 
und gesundes Ref erenzgewebe wurden nach Entnahme direkt in 
fliissigem Sticks toff schockgef roren und bei -70°C gelagert. 

2. Isolierung von zellularer RNA 

Die Isolierung von totaler zellularer RNA erfolgte nach 
Standardverf ahren [Chomczynski et al. (1987) Anal Biochem 162, 
156; Sambrook, J. et al. (1989). Cold Spring Harbor, New York, 
USA, Cold Spring Harbor Laboratory Press] . Peripheres Blut 
wurde sofort nach Abnahme in RNA— Lysispuf f er (4 M Guanidinium 
Isothiocyanat; 0.1 M Tris-HCl, pH 7.5; 1% Mercaptoethanol ) 
iiberfuhrt- Gewebe und Zellen wurden mit einem Dispergiergerat 
Ultra-Turrax T25 (Laborreaktor-Systeme, IKA) in RNA- 
Lysisbuffer homogenisiert . Die Gemische wurden entweder sofort 
weiterverarbeitet oder bei -70°C gelagert. 



3. Reverse Transkription und Polymerase-Kettenreaktion 
(RT-PCR) 

Die RT-PCR wurde mit dem GeneAmp® RNA-PCR-Kit (Perkin Elmer) 
nach Vorgaben des Herstellers durchgef iihrt . Aliquote der 
isolierten totalen RNA von peripherem Blut, Zellinien und 
Geweben wurden jeweils zuvor mit 20U DNAse (Boehringer, 
Mannheim) in 10 |X1 Ansatzen (in 50 mM KCl; 10 mM Tris-HCl, pH 
8.3 und 2.5 mM MgCl 2 ) bei 37°C fur 60 Minuten hydrolysiert und 
anschlieflend die DNAse fur 30 Minuten bei 95°C inaktiviert. 
Zur vollstandigen Aufreinigung der RNA von Proteinen und DNA— 
Fragmenten wurden die DNAse-Hydrolysate jeweils fiber eine 
Kieselgelmatrix (RNeasy 3 , Qiagen) erneut aufgereinigt und 
pho tometr isch gemessen . 

Die beiden Oligonukleotid-Primer : 
TM1 5 1 GACTCGGCTC ACACAT GCAG TTCGC 3 ' 
TM2 5' CTGGTCGAGA TCTACCTTGG GAGAAGC 3 1 
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wurden nach der von Feng et al. verof f entlichten Sequenz der 
RNA-Komponente der menschlichen Telomerase (Feng, J. et al. 
(1995). Science 269: 1236-41) entworfen (Abb. 1) und mit einem 
Applied Biosystem 380A Synthesizer synthetisiert. Die 
Spezifizitat der TM1- und TM2-Primer wurde mittels Computer 
gestiitzter Homologieanalyse an den Nukleinsauresequenzen in 
den GenBank-, EMBL-, DDBJ- und PDB-Datenbanken mittels BLASTN 
1-4.9 MP [Altschul, S. F. et al . (1990). J Mol Biol 215: 403- 
410] uberpriift. 

Zur Abstimmung der Amplif ikationsmengen wurden fur jedes 
Experiment gleiche RNA-Mengen fur die RT-Reaktion eingesetzt. 
Um eine Kontamination der RNA Praparationen mit genomischer 
DNA auszuschliefien, wurde jede mit DNase hydrolysierte RNA- 
haltige Probe zuerst der unten beschriebenen PCR unterzogen 
und auf Amplif ikation hin uberpriift. Die RNA-haltige Probe, 
bei der kein Amplif ikationsprodukt nachweisbar war, wurde fur 
die folgenden cDNA-Synthese- und PCR-Schritte eingesetzt. Als 
interne Standardkontrolle wurden Oligonukleotid-Primer fur die 
GAPDH eingesetzt. 

Die PCR wurde an 5 HI der cDNA-Reaktion bzw. an einer 1:50 
Verdunnung der gewonnenen Plasmid-DNA nach folgendem Programm 
durchgefCihrt: (95°C: 2 Minuten, vorwarmen); (94°C: 30 
Sekunden, 60°C: 30 Sekunden, 72°C: 30 Sekunden, 35 Zyklen); 
(72°C: 7 Minuten, finale Extension). Die 

Amp 1 i f ika t ionsproduk te wurden ge 1 e 1 ek tr opho r e t isch auf 
1.5%igem TAE Agarosegel aufgetrennt, mit Ethidiumbromid 
gefarbt und unter UV-Licht visualisiert und f otodokumentiert 
(siehe Abb. 2-4) . 

4. Herstellung der RNA-Standard-Nukleinsauren hTRKa, hTRKb 
und hTRKc 

Die verwendeten Enzyme, wie Sp6 RNA Polymerase, T4 Ligase bzw. 
Restriktionsendonukleasen u.a. von Boehringer Mannheim, 
Biolabs bzw. Promega wurden nach Herstellervorgaben verwendet. 
Die zur Klonierung bestimmten PCR-Amplif ikationsprodukte 
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wurden gelelektrophoretisch auf 1.5% TAE Agarose aufgetrennt 
und eluiert (Qiagen). Die Aufreinigung der 

Restriktionshydrolysate geschah durch Phenol -Chlorophorm- 
Extraktion und Fallung in Salz und Ethanol Oder durch DNS- 
Reinigung (Qiagen). Die Konstrukte wurden durch Ligierung der 
Fragmente in die korrespondierenden Schnittstellen des 
Klonierungs- und Transkriptionsvektors pGEM-13Zf(+) mit Hilfe 
der T4 Ligase kloniert. Dieser Vektor erlaubt die in vitro 
Transkription von klonierten Fragmenten durch den wahlveisen 
Einsatz von Sp6- oder T7 RNA Polymerasen. Kompetente Bakterien 
(XL-lBlue, Stratagen) wurden mittels Elektroporation (BioRad) 
transformiert. Plasmid DNA wurde mittels Plasmid Reinigungs 
Kits (Qiagen) gereinigt. Positive Klone wurden unter 
Verwendung von vektor- oder sequenzspezif ischen 

Oligonukleotid-Primern mit der PCR validiert. Eine 
Sequenzvalidierung der Konstrukte erfolgte durch 
semiautomatische Sequenzanalyse . 

Das Konstrukt pGEM-hTR (Abb. 5a und 5b) wurde als 
Ausgangskonstrukt fur die Konstrukte pGEM-hTR ( Ka ) (Abb. 6a und 
6b) , pGEM-hTR(Kb) und pGEM-hTR(Kc) geschaffen. pGEM-hTR ( Ka ) 
unterscheidet sich von pGEM-hTR durch einen randomisierten 
Sequenzaustausch in Position 585-616. Die Konstrukte pGEM- 
hTRKb und pGEM-hTRKc unterscheiden sich von pGEM-hTR durch 
einen randomisierten Sequenzaustausch in Position 587-615. Die 
Konstrukte wurden zur in vitro Transkription mit Sp6 RNA 
Polymerase der Standard-RNA: hTRKa (Abb. 7), hTR Kb (Abb. 8) 
und hTRKc (Abb. 9), verwendet. Zur Bildung des Konstrukts 
pGEM-hTR wurde die cDNA der RNA Komponente der menschlichen 
Telomerase hTR (Abb. 1) in die NotI und Hindi 1 1 -Schnittstellen 
von pGEM-13Zf(+) kloniert. Dies wurde dadurch erreicht, daB 
mit den folgenden Oligonukleotid-Primern die aus der Seguenz 
hTR (Abb. 1) abgeleitet wurden 

5' ATAAGAATGC GGCCGCGGGT TGCGGAGGGT GGGCCTGGGA GGG 3* (TMK1) 
5' CCCAAGCTTG TGGGGGTTAT ATCCTA 3* (TMK2) 

eine RT-PCR an der bereits gewonnenen RNA aus Tumorzellen oder 
-linien unter den oben beschriebenen Bedingungen durchgefiihrt 
wurde. Der Oligonukleotid-Primer TMK1 (Position 1-27, Abb.l) 
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enthalt 5' zusatzlich eine Verlangerung von 16 bp und eine 
Notl-Schnittstelle , der Oligonukleotid-Primer TMK2 (Position 
940-962, Abb.l) zusatzlich eine Verlangerung von 3 bp und eine 
Hindlll-Schnittstelle . Das Primerpaar TMK1 und TMK2 
amplif iziert ein 979 bp Fragment. Nach einer 
Restriktionshydrolyse mit NotI und Hindi II wurde das 963 bp 
Fragment hTR(NotI-HindIII ) (Position 1-957, Abb. 5) in die 
korrespondierenden Schnittstellen (Position 12 bzw. 38) von 
pGEM-13Zf(+) kloniert und das 4118 bp Konstrukt pGEM-hTR 
geschaffen. Die Konstruktion von pGEM-hTR(Ka) wurde dadurch 
erreicht, da(3 im Konstrukt pGEM-hTR (Position 585-616) eine 32 
bp Sequenz mit einer 32 bp Clal-BamHI-KpnI-Kassette : 
5 ' ATCGATGACC TAAGTGGATC CGACTTGGTA CC 3 ' 
3 ' TAGCTACTGG ATTCACCTAG GCTGAACCAT GG 5 ' 

ausgetauscht wurde. Dieser Austausch wurde durch rekombinante 
PCR durchgefiihrt und ist eine Abwandlung der von Higuchi et 
al . beschriebenen Verfahren [Higuchi, R. ( 1988). Nucleic Acid 
Res 16 : 7351-7367; Higuchi, R. ( 1990). M. Innis A. et al . eds . 
San Diego, New York, Berkley, Boston, London, Sydney, Tokyo, 
Toronto, Academic Press, Inc. 177-183]. In einem ersten 
Schritt wurden zwei unabhangige PCR-Reaktionen an pGEM-hTR 
durchgefiihrt : 

Die 1. PCR-Reaktion erfolgte mit den folgenden Oligonukleotid- 
Primern, die aus der Sequenz hTR (Abb. 1) abgeleitet wurden: 
5' ATAAGAATGC GGCCGCGGGT TGCGGAGGGT GGGCCTGGGA GGG 3' (TMK1) 
5' CGCGGATCCA CTTAGGTCAT CGATCTGCCA ATTTGCAGCA CACT 3' (TMK3) 

Der Oligonukleotid-Primer TMK3 (Position 565-605, Abb. 6) 
enthalt 5' zusatzlich eine Verlangerung von 24 bp mit einer 
BamHI- und Clal-Schnittstelle und kodiert 21 bp der Clal- 
BamHI-Kpnl-Kassette. Das Amplif ikat aus der 1. PCR-Reaktion 
ergibt das 5' Fragment von 606 bp und wurde mit NotI und BamHI 
zu einem 588 bp 5' -Fragment verdaut . 

Die 2. PCR-Reaktion erfolgte mit den folgenden Oligonukleotid- 
Primern, die aus der Sequenz hTR (Abb. 1) abgeleitet wurden: 
5' CGCGGATCCG ACTTGGTACC ATGAATGGGC AGTGAGCCGG 3' (TMK4) 
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5' CCGAAGCTTG TGGGGGTTAT ATCCTA 3* (TMK2). 

Der Oligonukleotid-Primer TMK4 (Position 599-618, Abb 6) 
enthalt 5' zusatzlich eine Verlangerung von 20 bp mit einer 
BamHI- und KpnI-Schnittstelle und kodiert 17 bp der Clal- 
BamHI-Kpnl-Kassette. Das Amplifikat aus der 2. PCR-Reaktion 
ergibt das 3* Fragment von 387 bp und wurde mit BamHI und 
Hindlll zu einem 375 bp 3 ' -Fragment hydrolysiert . Mit T4 
Ligase wurden die BamHI-Schnittstellen der 5'- und 3'- 
Fragmente miteinander zu dem 963 bp Notl-Hindlll-Fragment 
verbunden, in die korrespondierenden Schnittstellen (Position 
12 bzw. 38) von pGEM-132f( + ) kloniert und das 4118 bp 
Konstrukt pGEM-hTR(Ka) geschaffen (Abb. 6) .Die Konstruktion 
von pGEM-hTR(Kb) und pGEM-hTR(Kc) wurde dadurch erreicht. dafi 
eine 29 bp Sequenz im Konstrukt pGEM-hTR(Ka) (Position 587- 
615) mit einer randomisierten Sequenz von 29 bp ausgetauscht 
wurde. Nach einem selektiven Restriktionsverdau mit Clal und 
Kpnl an dem Konstrukt pGEM-HTR ( Ka ) und den nachf olgenden 
Oligonukleotiden Kb und Kc 

Clal R P nI 
5' CCATCGATTC CCGTCGCCAA ATCGAGCG GG TACC CC 3' Kb 
3' GGTAGCTAAG GGCAGCGGTT TAGCTCGCCC ATGGGG 5' 

Clal K P nI 
5' CC ATCGAT CG TCCAATCGCT ATACTCTC GG TACC CC 3' Kc 
3* GGTAGCTAGC AGGT TAGCGA TATGAGAGCC ATGGGG 5' 

wurden in zwei getrennten T4 Ligase-Reaktionen das Clal-Kpnl- 
Fragment der Oligonukleotide Kb und Kc in die 
korrespondierenden Schnittstellen von pGEM-hTR ( Ka ) kloniert 
und die 4118 bp Konstrukte pGEM-hTR ( Kb ) und pGEM-hTR(Kc) 
geschaffen . 

in vitro RNA wurde mit Sp6 RNA Polymerase von pGEM-hTR ( Ka ) 
( hTRKa , Abb 7), pGEM-hTR(Kb) ( hTRKb , Abb 8) , und pGEM-hTR ( Kc ) 
( hTRKc , Abb 9) in einer Lange von 975 bp geschaffen. Die 
weitere Aufbereitung der RNA, wie DNAse Verdau, Reinigung und 
Kalibrierung erfolgte nach standardmethoden. 
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5. Ergebnisse 

Die Untersuchungen an Tumorzellinien ergaben, daB die RNA- 
Komponente der menschlichen Telomerase in unterschied lichen 
Mengen in alien Tumorzellinien bei gleicher 

Amplif ikationsmenge der GAPDH-Kontrollreaktion nachweisbar war 
(Abb. 2). Eine Kontamination mit genomischer DNA konnte durch 
Kontrollreaktion ohne Zugabe von reverser Transkriptase 
jeweils ausgeschlossen werden. 

Die vergleichenden Untersuchungen an Turaorgewebe und gesundem 
Gewebe ergaben, daB die RNA-Komponente der menschlichen 
Telomerase eindeutig in Tumorgeweben jedoch nicht in gesunden 
Ref erenzgeweben nachgewiesen werden konnte (Abb. 3). Die 
unterschiedliche Intensitat der Amplif ikationsprodukte kann 
mit der individuellen Giite der gewonnenen RNA aus den 
Tumorgeweben erklart werden. 

Die Untersuchungen mit venosem Blut ergaben, daB im Blut 
gesunder Probanden und von Leukamiepatienten unterschiedlich 
hohe Telomeraseaktivitaten nachgewiesen werden konnte, wobei 
im Vergleich zu den Krebspatienten bei den Kontrollpersonen 
deutlich weniger Telomeraseaktivitaten gefunden wurde (Abb. 
4). 

Die in vitro Transkription mittels Sp6 RNA Polymerase an den 
Konstrukten pGEM-hTR ( Ka ) , pGEM-hTR ( Kb ) und pGEM-hTR(Kc) ergab 
jeweils das gewiinschte RNA-Transkript hTRKa, hTRKb und hTRKc 
mit einer Lange von 975 Basen. 
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Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Quantif izierung von Tumor ze lien in einer 
Kbrperf liissigkeit , dadurch gekennzeichnet, daB 

(a) rait der zu untersuchenden Probe eine Reaktion 
durchgefiihrt wird, bei der die RNA-Komponente der 
Telomerase spezifisch amplif iziert wird, und 

(b) die Menge an amplif izierter Nukleinsaure quant i tat iv 
bestinunt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da/3 
vor der Amplif izierungsreakt ion mit der zu untersuchenden 
Probe eine reverse Transkriptionsreaktion durchgefiihrt 
wird, bei der die in der Probe enthaltene RNA in cDNA 
umgeschrieben wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet f dafi mit der zu untersuchenden Probe vor 
der Umschreibung der RNA in cDNA eine DNase-Reaktion 
durchgefiihrt wird. 

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-3, dadurch 
gekennzeichnet, da/3 die zu untersuchende Probe 
vorzugsweise uber eine Ionenaustauschchromatographie, 
insbesondere liber Kieselgel gereinigt wird. 

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-4, dadurch 
gekennzeichnet, da/3 zur guantitativen Bestimmung der 
Telomerase-kodierenden Nukleinsaure mindestens eine , 
vorzugsweise drei Standard-Nukleinsauren co-amplif iziert 
werden, die in unterschiedlichen Konzentrationen zu der 
zu untersuchenden Probe dazugegeben werden. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, da/3 
die co-ampl if iz ierende ( n ) S tandard-Nukle insaure ( n ) die 
Sequenz gema/3 Abb. 7, 8 und/oder 9 besitzen. 



WO 97/18322 




PCT/DE96/02I83 



7. Verfahren nach einem der Anspruche 1-6, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Amplif izierungsprodukt entweder 
direkt oder iiber eine Markierung vorzugsweise iiber eine 
radioaktive Markierung, eine Biotin-Markierung, eine 
Fluoreszenz-Markierung oder eine Elektrochemolumineszenz- 
Markierung quantif iziert wird. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1-6, dadurch 
gekennzeichnet, da/3 das Amplif izierungsprodukt iiber eine 
Hybridisierung mit einem markierten Oligonukleotid 
nachgewiesen wird, wobei die Markierung vorzugsweise eine 
radioaktive Markierung, eine Biotin-Markierung, eine 
Fluoreszenz-Markierung oder eine Elektrochemolumineszenz- 
Markierung ist. 

Verfahren nach einem der Anspruche 5-8, dadurch 
gekennzeichnet, daB zur Quantif izierung der 2U 
bestimmenden Telomerase-kodierenden Nukleinsaure die 
Menge der co-amplif izierten Nukleinsaure bzw. 
Nukleinsauren mit der Menge der Telomerase-kodierenden 
Nukleinsaure verglichen wird. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1-9, dadurch 
gekennzeichnet, daB es sich bei der zu untersuchenden 
Probe urn peripheres Blut handelt, und daB als positive 
Kontrolle mit der zu untersuchenden Probe eine Reaktion 
durchgefiihrt wird, bei der eine im peripheren Blut 
vorkommende Nukleinsaure, vorzugsweise die mRNA kodierend 
fur B-Globin oder Glycerinaldehydphosphatdehydrogenase, 
spezifisch amplif iziert und nachgewiesen wird. 

verfahren nach Anspruch l oder nach einem der Anspruche 
3-10, dadurch gekennzeichnet, daB als negative Kontrollen 
vor der Amplif izierungsreaktion mit der zu untersuchenden 
Probe keine reverse Transkriptionsreaktion durchgefiihrt 
wird und/oder anstelle der Korperf liissigkeit Wasser 
eingesetzt wird. 



WO 97/18322 




PCT/DE96/02183 



12 . Verf ahren nach einem der Anspriiche 1-11 , dadurch 
gekennzeichnet , da!3 zur Amplif izierung folgende 
Oligonukleotid-Primer verwendet werden: 

5* GACTCGGCTC ACACATGCAG TTCGC 3' (TM1) und/oder 

5 ' CTGGTCGAGA TCTACCTTGG GAGAAGC 3 ' ( TM2 ) , 

wobei TM1 und/oder TM2 gegebenenf alls eine 

Promotorsequenz ftir eine RNA-Polymerase enthalt. 

13. Verf ahren nach einem der Anspriiche 1-12, durch 
gekennzeichnet, dafl zur Amplif izierung eine DNA- 
Polymerase oder eine RNA-Polymerase verwendet wird. 

14. Verf ahren nach einem der Anspriiche 1-13, dadurch 
gekennzeichnet, da/3 im Falle der Amplif izierung mit der 
DNA-Polymerase die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) und 
im Falle der Amplif izierung mit der RNA-Polymerase die 
isothermale Nukleinsauresequenz-basierende Amplif ikation 
(NASBA) durchgefiihrt wird. 

15. Verf ahren nach einem der Anspriiche 1-14, dadurch 
gekennzeichnet, daJ3 es sich bei der zu untersuchenden 
Probe um Blut handelt, und da£ aus der zu untersuchenden 
Blutprobe Stammzellen und/oder aktivierte Immunzellen 
vorzugsweise mittels Immunabsorption abgereichert werden. 

16. Verf ahren nach einem der Anspriiche 1-15, dadurch 
gekennzeichnet, dafl es sich bei der zu untersuchenden 
Probe um Blut handelt, und daB aus der zu untersuchenden 
Blutprobe die Tumorzellen vorzugsweise mittels 
Immunabsorption angereichert werden. 

17. Verf ahren nach einem der Anspriiche 1-16, dadurch 
gekennzeichnet, da/3 es sich bei der zu untersuchenden 
Probe um Blut handelt, und daB bei dem genannten 
Verfahren zum einen eine venose Blutprobe und zum anderen 
eine arterielle Blutprobe untersucht wird und die 
Ergebnisse miteinander verglichen werden. 
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18. Verfahren nach einem der Anspruche 1-17, dadurch 
gekenn2eichnet , da/3 es sich bei der zu untersuchenden 
Probe urn Blut handelt, und daB bei dem genannten 
Verfahren zum einen eine Blutprobe aus der Fingerkuppe 
und zum anderen eine venose oder arterielle Blutprobe 
untersucht wird und die Ergebnisse miteinander verglichen 
werden. 

19. Verfahren nach einem der Anspruche 1-18, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Tumorzellen von Metastasen, 
vorzugsweise Mikrometastasen, von malignen Tumoren 
stammen. 

20. Verfahren nach einem der Anspruche 1-19, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Tumorzellen aus einer Gruppe von 
Zellen metastasierender Tumoren und/oder Neoplasien 
ausgewahlt werden, die von einem T-Zell-Lymphoblastom, T- 
Zell-Leukamiezellen, chronisch myeloische Leukamiezellen, 
akute lymphatische Leukamiezellen, chronisch lymphatische 
Leukamiezellen, Teratokarzinom, Melanom, Lungenkarzinom, 
Dickdarmkrebs , Brustkrebs , Leberzellkarzinom, 
Nierentumor, Nebenn ieren tumor , Prostatakarzinom, 
Neuroblastom , Gehirn tumor , Rhabdomyosarkom , Leiomyosarkom 
und/oder Lymphom abstammen. 

21. Oligonukleotid-Primer mit der Sequenz 

5' GACTCGGCTC ACACATGCAG TTCGC 3* (TM1); 

5' CTGGTCGAGA TCTACCTTGG GAGAAGC 3* (TM2); 

5 1 ATAAGAATGC GGCCGCGGGT TGCGGAGGGT GGGCCTGGGA GGG 3 ' 

( TMK1 ) ; 

5' CCCAAGCTTG TGGGGGTTAT ATCCTA 3 1 (TMK2); 

5 1 CGCGGATCCA CTTAGGTCAT CGATCTGCCA ATTTGCAGCA CACT 3 1 

(TMK3); und/oder 

5 ' CGCGGATCCG ACTTGGTACC ATGAATGGGC AGTGAGCCGG 3 ' 
( TMK4 ) . 
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Oligonukleotid mit der Sequenz 

5' CCATCGATTC CCGTCGCCAA ATCGAGCGGG TACCCC 3' (Kb) 
3' GGTAGCTAAG GGCAGCGGTT TAGCTCGCCC ATGGGG 5', und/oder 

5 f CCATCGATCG TCCAATCGCT ATACTCTCGG TACCCC 3 r (Kc) 
3 1 GGTAGCTAGC AGGTTAGCGA TATGAGAGCC ATGGGG 5 f . 

Standard-Nukleinsaure zur Co-amplif ikation mit der 
Sequenz gemafl Abb. 7, 8 oder 9, oder die entsprechende 
cDNA davon . 

Nukleinsaurekonstrukt pGEM-hTR gemafl Abb. 5a und 5b . 

Nukleinsaurekonstrukt pGEM-hTR(Ka) gemafl Abb. 6a und 6b , 

Kit zur Quantif izierung von Tumorzellen in einer 
Korperf liissigkeit enthaltend 

(a) Standard-Nukleinsaure bzw. Standard-Nukleinsauren 
zur Co-amplif ikation, und 

(b) ein Oligonukleotid-Primerpaar zur spezifischen 
Ampl if izierung von Telomerase-kodierender Nukleinsaure 
und der Nukleinsaure bzw. Nukleinsauren gemafl (a) . 

Kit nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dafl die 
Standard-Nukleinsaure bzw . Standard-Nukleinsauren gemafl 
(a) eine Sequenz gemafl Abb. 7, 8 und/oder 9 hat bzw. 
haben . 

Kit nach Anspruch 26 oder 27, dadurch gekennzeichnet, 
dafl das Oligonukleotid-Primerpaar gemafl (b) folgende 
Sequenzen hat: 

5 f GACTCGGCTC ACACATGCAG TTCGC 3* (TM1) und 
5' CTGGTCGAGA TCTACCTTGG GAGAAGC 3* (TM2), 

wobei TM1 und/oder TM2 gegebenenf alls eine 
Promotorsequenz fur eine RNA-Polymerase enthalt. 

Kit nach einem der Anspruche 26-28, dadurch 
gekennzeichnet, dafl er zusatzlich ein markiertes 
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Oligonukleotid zum Nachweis der amplif izierten 
Nukleinsaure der zu bestimmenden Probe und/oder ein oder 
mehrere markierte Oligonukleotide zum Nachweis der co- 
amplif izierten Standard-Nukleinsaure bzw Standard- 
Nukleinsauren enthalt, insbesondere die Oligonukleotide 
mit den Sequenzen: 

5' CGACTTTGGA GGTGCCTTCA 3* O(wt) 
5* AAGTCGGATC CACTTAGGTC 3' O(Ka) 
5 f CGCTCGATTT GGCGACGGGA 3 1 O(Kb) 
5* GAGAGTATAG CGATTGGACG 3* O(Kc), 

und die entsprechenden reverse komplementaren Sequenzen 
davon . 



Kit nach einem der Anspriiche 26-29, dadurch 
gekennzeichnet, da/3 er zusatzlich eine reverse 
Transkriptase, eine DNA-Polymerase, vorzugsweise eine 
Taq-Polymerase, eine DNase und/oder geeignete Puffer und 
gegebenenf alls markierte Nukleotide und gegebenenf alls 
zur Abreicherung von Stammzellen und/oder aktivierten 
Immunzellen und/oder zur Anreicherung von Tumorzellen 
geeignete Mittel enhalt. 

Kit nach einem der Anspriiche 26-29, dadurch 
gekennzeichnet, daB er zusatzlich eine reverse 
Transkriptase, eine RNA-Polymerase, vorzugsweise eine T7 
RNA-Polymerase, eine RNase H, eine DNase und/oder 
geeignete Puffer und gegebenenf alls markierte Nukleotide 
und gegebenenf alls zur Abreicherung von Stammzellen 
und/oder aktivierten Immunzellen und/oder zur 
Anreicherung von Tumorzellen geeignete Mittel enthalt. 
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Fortsetzuna Abb. 5a 
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Fortsetzung Abb. 5b 
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Fortsetzunq Abb. 6a 
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